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マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
p ゼ くm atrix m eta1lopr otein ase， MM Pl の 活性 ほ ， 3種類 の 分子種か ら な る メ タ ロ ブ ロ テ
ァ p ゼ イ ン ヒ ビ タ ー くtis s u einhibito r of m etalloprotein a se s， TI M Pl， TIM P－1， TIM P－2， TI M P－3 に よ っ て厳重に 調節 され て い
る ． 本研究 で は TIM P－2 を精製 し， 活性型 の M M P－1く問質 コ ラ ゲナ ー ゼ1， M M P－2く72k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ ， ゼ ラ チ ナ ー ゼ AI，
M M P－3くス ト ロ ム ラ イ シ ソ ー1l， M M P－9くg2k Da ゼ ラ チ ナ p ゼ ， ゼ ラ チ ナ
ー ゼ Bトに 対する イ ン ヒ ビ タ ー 活性 ， M M P－2 との 相互
作用， セ リ ソ プ ロ テ ア ー ゼ と 活性酸素種に よ る 不活性化 に つ い て調 べ ， TI M P
－1 の 結果と 比較， ． 検討 した ． TIM P，2 はヒ ト 肝癌
細胞くH L E細胞1 株培養液よ り4種 の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て 精製 した ． 精製 した TI M P－2 は， 電気泳動上還元状
態 で 分子量25，000の 単 一 の バ ン ドと して 観察 され た ． TIM P
－2 の イ ン ヒ ビ タ ー 活性 ほ90 て二， 30分間の 熱処理 や pHl．7， 30分間
処理 で も極 め て安定で あ っ た が ， 2－ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル に よ る還元 処理 で 失活 し， こ の 性質は TI M P
－1 と同様で あ っ た ． 活
性型の M M P－1く分子量42，000L M M P－2く分子量67，000I， M M P－3く分子量45，0001 活性に 対 して ， TIM P
－1 は TI M P－2 よ り2．5
倍か ら7．8倍強く阻害 した ． 一 九 M M P－9く分子量67，0001 に 対 して は TI M P－2 の 方が1．2倍 強い 阻害活性 を示 し た 一階在
M M P－2 は TI M P－2 と の み 複合体 を形成 し， そ の 複合体ほ悟性型 M M P－2 に 対 して イ ン ヒ ビ タ
ー 活性を 有 して い た － ま た ，
TI M P－2 ほ p－ ア ミ ノ フ ェ ニ ー ル 酢酸第二 水銀くp－ amin ophe nylm er c u ric a c etate， A P M Al に よ る滞在型 M M P－2 の 活性化 に 伴
う低分子化を TI M P－1 よ り7．6倍強く阻害 した ． TI M P－2 の 各 ドメ イ ン に 対す る特異的モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体t7 ミ ノ末端 ドメ イ
ン の 最初 の ル ー プ に 対す る抗体 ， 3番目 の ル ー プ に 対する 抗軋 お よび カ ル ポ キ シ ル 末端 ド メ イ ン に 対す る抗体う を 用 い た 実
験か ら ， TI M P－2 は滞在型 M M P－2 と はカ ル ポ キ シ ル 末端 ド メ イ ン で 結合 し ， ア ミ ノ 末 端 ド メ イ ン の 3番 目 の ル
ー プ が
MM P－2 活性 の 阻害中心 で あ る と 推定 され た ． TI M P－2 の イ ン ヒ ビ タ ー 活性 は ト リ プ シ ソ く50Jlgノml， aヰ モ ト リ プ シ ン
く50媚ノ刷 ， 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ く50描ノml 処理 で 不 活性化 され た ， また ， カ テ プ シ ソ Gく50鵬ノmり に よ っ ても部分的に 不 活性
化 され た ． しか し， プ ラ ス ミ ン や ト ロ ン ビ ン に そ の 作用 はみ られ な か っ た ． T工M P
－2 分子 を ト リ プ シ ン ， 庄一キ モ ト リ プ シ ン ， 好
中球 エ ラ ス タ ー ゼ およ び カ テ プ シ ソ G で イン キ エ ペ
－ シ ョ ン する と ， そ の 分子は 小 さい フ ラ グ メ ソ ト に 分解 され た ． こ れ らの
所見は TI M P－1 で 報告 されて い る性質 とほ ぼ同様 であ っ た ． 一 方 ， TI M P－2 は血祭 カ リ ク レ イ ン く1，10p gノmり に よ っ て 完全に
分解 ． 失 活 した が ， TI M P－1 に ほ 全く作 用 しな か っ た ． ま た ， TIM P－2 は H O Cl く0．1m Ml に よ っ て 完全 に 失活 し ， H202
く0．2へ 5m Ml に よ っ て も部分的に不 精性化 され た ． TI M P－1 ほ H O Clく2m Mlで の み不 活性化 され る こ と か ら ． これ ら の 活性酸
素種 に 対 して は TI M P－2 の 方が影響され や す い と考え られ る ． 以上 の 結果は ， TIM P－2 が酵素活性 の 阻害 と潜在型酵素の 活性
化の 阻害の 両面か ら， M M P－2活性調節に 重要な役割 を果たす こ と を示 して い る ． また ， 病的状態 で ほ TI M Pに よ る M M Pの
活性調節は ， 病変部に 浸潤 した多核白血球や 血 清に 由来する セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ や 活性酸素種に よ っ て修飾 され る こ と を示 唆
して い る ．
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金属依存性蛋白分解酵素で ある マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ
ア ー ゼ くm atrix m etallopr otein ase， MM Plほ ， 悪性腫瘍の 浸潤 ．
転移や 関節疾患に お ける 組織破壊 に 重要 な役割 を果 た し て い
る
l 州
． M MP 遺伝子 フ ァ ミ リ ー は ， 一 次構造の 異 な る 9種類の
酵素か ら構成 されて お り， い ずれ も滞在型で 分泌 され 細胞外で
活性化を受ける2州 ． 生体 内に お い ては ， それ らの 活性は 共通の
イ ン ヒ ビタ ー で ある メ タ T3 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー くtis su e
inhibitor of m etalloprotein as e s， T工M Pl に よ っ て 厳重に 調 節 さ
れ て お り ， M M P と TIM P間に 量的不均衡が生 じた場合に 組
破壊が進行す る と考え られ て い る
2 卜4I
．
TIM Pに は ア ミ ノ 酸配
列の 異な る 3種類の 分子 種が 区別 されて お り， TIM P－l， 2， 3 と
名付けられ て い る2 卜 棉 ． こ れ ら の う ち T工M P－3 は細胞外 マ ト
リ ッ ク ス 成分中 に 沈着 して 存在 し， そ の 性質に つ い て はほ と ん
ど解明され て い な い 引 ． 一 方 ， TIM P－16， と TI M P－21，は ア ミ ノ酸
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配列に お い て 約40％の 相同性を もち ， と もに 1 ニ 1の モ ル 比 で
M MP 悟性を阻害する81
gl
． しか し， 個 々 の M M P活性に 対す る
TIMP－1 と TI M P－2 の イ ン ヒ ビ タ ー 活性の 強さ に 関 して ほ 一 定
した見解が な い
18111J
． TI M P－1 と TI M P－2 ほ ， それ ぞれ 滞在型 の
M M P－9くゼ ラ テ ナ ー ゼ B ， 92k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ1と MMP－2くゼ
ラ チ ナ ー ゼ A ， 72k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼI と の 間に 複合体を形成す
る
l 錮
． ま た ， O kada ら
141は こ の 複合体形成 に よ り TI M P－1 が滞
在型 M M P－9 の 活性化 を阻害す る こ と を 実証 した ． 同様に ，
TIM P－2 は 滞在型 の M M Pr2 の み な らず M M P－1く問質 コ ラ ゲ
ナ ー ゼさ， M M P－3くス ト ロ ム ラ イ シ ソ ーり， M M P－9の 活性化を阻害
する こ とが あい つ い で報告 され て い る10 購I． しか し ， TI M Pに よ
る滞在型 M M Pの 活性化に 対す る阻害力を詳細 に 比較 した 報
告は こ れ ま で み ら れ な い ． 近年 ， M MP に 対 し て 作 用 す る
TI M P分子 の ド メ イ ン が徐 々 に 明 らか と な っ て き た ． TIM P－2
で は ， ア ミ ノ 末端 ド メ イ ン の 3 つ の ル ー プ構造に イ ン ヒ ビタ ー
活性 ド メ イ ン が あ り ， カ ル ポ キ シ ル 末端 ド メ イ ン が 滞 在型
M M P－2 と結合す る と推定 されて い る
16J
． TIM Pに よ る M M P
活性の 調節 ほ ， 局所 で産生 され た TI M P量軒こほぼ 支配され ると
思われ る． しか し ， 慢性関節 リ ウ マ チ を ほ じめ とす る炎症性疾
患に おい て は ， 炎症局所で多種頬の 酵素や活性酸素種の 産生が
み られ る ． 従 っ て ． こ れら田子 に よ っ て T工M Pの イ ン ヒ ビ タ ー
活性が 修飾され る可 能性があり ， 実際 TI M P－1 は好中球 エ ラ ス
タ ー ゼ や カ テ プ シ ソ G で失活す る こ とが 報告され てい る即 ．
本 研 究 に お い て ほ ヒ ト 肝 癌 細胞 くH L E細胞1 株よ り
T工M P－2 を単 一 標品と して 精製 し， そ の 生化学的性質を明 らか
に する と ともに ， 滞在型 M M P－2 の 活性化に 対す る影響と セ リ
ソ プ ロ テ ア ー ゼ や 活性酸素種 に よ る不 活性化機構 に つ い て 調
べ
， T工M P－1 の そ れ と比較 ． 検討 した ．
材料お よび方法
工 ． 実験材料
E D T A， SDS， 次亜 塩素酸 ナ ト リ ウ ム くsodiu m hy pochlo rite
S Olutio nlは和光純薬く大阪1よ り購 入 した ． H20，ほ 三 菱瓦 斯化学
く東京1 よ り購 入 し た ． P－ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢 酸 第 二 水 銀
くp－amin ophe nylm er c u ric ac etate， A P M Al， ジイ ソ プ ロ ピ ル フ
ル オ ロ リ ン 酸 くdiis opr op yl flu or ophosphate， DIF Pl， 2－メ ル カ プ
ト エ タ ノ ー ル ， プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ， 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ ， ト リ
プ シ ン ， か キ モ ト リ プ シ ソ ， ト ロ ン ビ ン ， プ ラ ズ マ カ リ ク レ イ
ン ， ク ー マ シ イ ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー R 250は Sigm aくSt． Lois，
U． S． A ．1 よ り購 入 し た ． カ テ プ シ ソ G ほ IC N Bioche mic als
くClev ela nd， U ， S． Al よ り購入 した ． Y MAlOメ ン プ レ ソ ， 限外
濾過装置と Gr e e nA Dye m atr e xゲ ル は ア ミ コ ン 製 のa n v ers，
U． S． A ．1 を用い た ． ま た ， ウ ル ト ラ ゲ ル AcA 4 ほ P har m－
a cia くUp ps ala， Sw ede nl， D E A Eセ ル ロ ー ス は W hatm a n
くMaidsto n e， Engla ndl よ り購 入 した ．
14
C－無水酢酸 ， 125I お よ
び
3
H プロ リ ソ ほ ア マ シ ャ ム ー ジ ャ パ ン く東京う よ り購入 した ．
滞在型の M M P－1 と M M P－9 はヒ ト線維肉腫細胞くH Tl O80細
胞掛 培養液よ り O kada ら141の 方法で精製 した ． また ， 滞在型
の M M P－2 と M M P－3 ほ慢性関節 リ ウ マ チ 滑膜細胞培養液よ り
精製した m 1 8I． TIM P－1 は抗くTI M P－11IgG－セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム
を 用 い て ， ヒ ト胎 盤抽水液 よ り 精製しし た
1gl
．
ヒ ト 肝 癌細胞
くH L E細胞株1は リサ ー チ ． リ ソ ー ス 細胞バ ン ク く東京I，よ り提
供をうけた ．
TI M P－2 の ア ミ ノ 末端部 のS G N DI Y G N PI K RIQ， P 30－4軋 中
央部くDTLST T Q K K S L N H R YQQ， P lO8－124I， カ ル ポ キ シ ル 末
端部 くY RGA A PKQ E F L DIE D， P1 78－1931を特異的に 認識する
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体く68－6 H 4， 69－1 0B l，67－4H lり は よ 金沢大学
医療技術短期大学部岡田保典助教授と富士薬品工業岩田和士博
士 よ り授供を受け た ． ま た ， こ れ らを用 い て 抗体 カ ラ ム を作製
し， そ の カ ラ ム フ ラ ク シ ョ ン 中の T工M P－2量を サ ン ドイ ッ チ イ
ム ノ ア ッ セ イ 法で 測定 した20I．
玉 ． 酵素活性の測定
M M P－1 活性 は モ ル モ ッ ト 皮 膚由来 の T 型 コ ラ ー ゲ ン を
Gisslow ら
21
の 方法に よ り 14c一無水酢酸 で 標識 し ， Ca w sto n
ら
22，の 方法で測定 した ． M M Pq2 と M M P－9 活性ほ 同 コ ラ ー ゲ
ン を熱変性く60 C， 30分処理l し， Ha，rris ら23Iの 方法に 従 っ て測
定 した ． ま た ， M M P－3 活性は O kada ら241の 方法 に 従い 3H－ カ
ル ポ キ シ メ チ ル 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 基質と して測定 した ． こ
れ ら酵素 に 対する TIM P－1 と TIM P－2 の 阻害活性ほ ， 酵素 と
T工M Pを23 C， 45分間イ ン キ エ ペ ー シ ョ ソ 後 ， 37 C， 1時間で
測定 した ．
m ． 潜在型 M M P－2 とTI M P－1， T I M P－2 のヨ ウ素化
精 製 し た 滞在 型 M M P－2， TIM PLl お よ び TI M P－2 を
Fr aker ら
25Iの 方法に 従 っ て 一25I で 標識 した ． 標識 後未結合 の
1 25I をス ピ ン カ ラ ム 法 を用 い て除去 した211．
N ． S DS －P A G E法
試料を 1％ 2蠣 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル に よ る 還元 ある い ほ 非
還元状態で La e m mli抑 の 方法に 従 っ て 電気泳動 した ． 泳動後ゲ
ル を50％メ タ ノ ー ル で 固定 し， Wr ay らm の 方法で銀染色を施
し観察 した ． TT M P イン ヒ ビタ ー 活性の 不活性化お よ び滞在型
M M Pq2 の 活性化に 伴う分子量の 変化は S D SrP A G E後 の オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ 一 に て観察 した ． また ， イ ム ノ ブ ロ ッ トに 際
して は I T工M P－2 を12．5％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電気泳動
後 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜に 転写 し， こ の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜を 抗
TI M P－2 抗体く68－6 H4， 69－10 Bll， 67T4 Hlり と反応 させ ， ア ピ ジ
ン ー ビ オ チ ソ ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体法に よ り発色 した ．
V ． TI M P－2 の 精製
TI M P－2精製の 最初の 2段 階ほ O kada ら24丹こよ っ て 報告 され
た M M P－3精製法 に 準 じて 行 っ た ． 精製過程 で各 フ ラ ク シ ョ ン
中に 溶出 され た TIM P－2 ほ ， M MP－9 に 対する阻害活性を測
す ると と もに ， S D S－P A G Eに よ っ て そ の 蛋白 バ ン ドを 確認 し
た ． ま た精製は すべ て 4てこで 行 っ た ．
1 ． 第1段 階
無血清 B T563培地で 1 4 日間培養 し た H L E細胞培養液
く250m り を ， YM－10メ ソ プ レ ン を 装 着 し た 限外濾過装置 で
36mlに 濃縮 した ． プ ロ テ オ グ リ カ ン を除去す る目 的で ， 培養液
を緩衝液 く50m M Tris－H C l， PH 8．OlO．15 M NaCV5m M CaCl2ノ
0．02 ％ NaN31 で 平衡化 し た D E A ETセ ル ロ ー ス カ ラ ム く2．5x6
C mI に か け た ．
2 ． 第 2段階
TIM P－2 分 画 を 緩衝液 く5 0m M Tris－H Cl， PH 7．5JIo．15 M
NaCVlOm M CaCl2J10．02 ％ NaN，l で 平衡 化 し た Gr ee nA
Dye m atre xグル カ ラ ムく2．5x7．5c mIに か けた ． カ ラ ム を同緩衝
液 で 洗浄後 ， 緩 衝液中 に 0．05％ Brij35 を加 え 0．15 M か ら
2M の NaCl で 勾配溶出 した ．
3 ． 第 3段階
TIM P－2 分 国 を 緩衝液く50m M Tris－ H Cl， pH 7．5ノ0．15 M
NaClノ1 0mM CaC12lO．05 ％ Brij35J10．02％ Na．N31で平衡化 した 抗
692
くTIM P－りIgG－ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム く1x7－5c ml に 通 した ．
4 ． 第4段階
抗くTIM P－11IgGTセ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム で 得 られ た TIM P－2分
画を Y M－1 0メ ソ プ レ ン を装着 した 限外濾過装置で濃縮後 ， 更
に AcA 44カ ラ ム く1．2xl1 5c mう に よ る精製を行 っ た ． 精製 さ
れ た TIM P－2 は S DS－P A G E後 ， ゲ ル を銀染色す ると 単 一 の バ
ン ドか らな る こ と確認 され ， こ の 試料を 以下の 実験に 用 い た ．
成 績
1 ． TIM P－2 の精製 とモ ノク ロナ ー ル抗体 によ る同定
ヒ ト肝癌細胞培養液か ら TIM P－2 を 4種の カ ラ ム ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー で 精製 した ． 各精 製 ス テ ッ プ の 推移を 表 1 に 示す ．
TI M P－2 は Gr ee nA Dye m atre xGel に 吸着 し， 1．25 M NaClで
溶出され た く図1ナ． こ の ス テ ッ プ に よ り TIM P－2 と同様の 分子
量をも つ 他の 蛋白が除去され ， 最終 ス テ ッ プの AcA 44 ゲル 濾
過法に よ り TIM P－2 ほ容易 に 精製され た ． ま た ， 抗 くTI M P－11
工gG セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に よ り分子量28，000の TIM P－1 は完全
に 除去され た ． 精製 された TI M P－2 は． S DS－PA G E 上単 一 の
バ ン ドと して観察 され ， 非還元お よび還元状態で分子量ほ そ れ
ぞれ23，000 と25，000で あ っ た く図 21． 最終 的な 回収率は t 培養


















Fra ction num ber
Fig．1． Gr e e nA Dye m atr e xgel chr o m atogr aphy くstep 2J．
T he u nbo u nd fra ctio n s obtained from D EAE－Cellulo s e
colu m nく96 ml w er e ap plied to a c olu m n of Gr e enA
Dye rn atr e Xgel く2．5x7．5 c ml equilibr ated with 50m M
Tris－H Cl， PH 7．5J
Io．15 M NaCVlOm M CaCl2JO．02 ％ NaN，．
T heinhibito r a ctivite s m o nito red by gelatin a se a s say u sing
a ctiv e M M P－9 w er e eluted with a lin ergr adie nt of NaCl
く0．15－2 Ml inthe buffe r co ntaining O．05 ％ Brij 35． T he
fr a ction sindic ated り － － H w ere c o mbin ed and u s ed for
fu rther purific atio n． Fra ctio n v olu m e こfr a ctio n n u mbers
fr o m l to 54， 5．O m Vtubeニ fr orn55to 98， 2．5 m V
tube． ． － … ・ ， A2 80こ － － － －－r， m Olar c o n ce ntr atio n of NaClニ ー，
e n zymic a ctivity．
Tablel． Purific atio n of TI M P－2
た ， D E A Eセ ル ロ ー ス カ ラ ム 分 酎 こ対 して精製率ほ84倍で あっ
た く衰1L 精製した蛋白 が TI M P－2 で ある こ とを 証明する ため
に ， T工M P－2 分子 の ア ミ ノ 酸配列 に対応 した ペ プ チ ドに 対す る
3種類の 特異抗体を用 い てイ ム ノ ブ ロ ッ トを行 な っ た ． そ の 結
果t 精製 した T工M P－2 はこ れ ら 3種類の 抗体 に よ っ て認識され
た ．
正 ． TI MP－2 の安定性
精製 され た TIMP－2 と TIM P－1 を 用 い て ， 熱や 酸 お よび 還元
処理 に 対す る安定性を比較 一 検討 した ． TIM P－1 と TI M P－2 ほ
ともに 熱に 対 して 極め て 安定 であり ， 90 て， 3 0分間処理に お い
て も活性 の 失活ほ認め られ なか っ た ． 100 C， 15分 間処理 で も
両活性 は保持 され た が ， 30一 旬 60分間処理 で は T工M P－1 は安定な
の に 対 し， TIM P－2活性 は約70％ と な っ た ． ま た TI M P－1 と
TIM P－2 は強酸性下くpH l．7l， 30分 間処理 に お い て もそ の 活性
ほ 安定 であ っ た ． 一 方 ， TIM P－1 と TIM P－2 の イ ン ヒ ビタ ー 括
くAI
1 2 3 4 5
くB l




Fig．2． S D S－ P A G Eof the fr a ctio n sfr o m e a ch purific atio n
Step． くAINo n－r edu c ed fr a ction s of e a ch pu rific atio n step．
La n esl－5 ar e c o n c e ntr ated c ulture m ediu m fr o m HL E
c ells， D E A E－C ellulos e， Gr e e nA Dye m atre xgel， a nti－くTIM－
P－り IgG－Sephar o s e， a nd AcA 4 c olu m n chro m atogr aphy
step， r e Spe Ctiv ely． くBIRedu c ed fra ctio n s of e a ch purificaト
io n step． La n e sl － 5 arethe s a m epurific atio n steps a sin
くAン． Mole c ular w eight sta ndard pr otein s a re u sed
phosphoryla se b く94 k Dal， tran Sferrin く77k Dal， bo vin e
se ru m albuminく68 k Dal， he avy chain of im m u n oglobulin G
く55 k DaI， O V albuminく43 k DaJ， C arbo nic a nhydr as eく29 k Dal
a nd s oybe a ntry psin inhibitorく21 k Dal．
Step Totalpr otein Totala ctivity Spe cific a ctivity Pu rific atio n
くm gl くu nitI くu nitノm gl tfoldJ
Co n c e ntrated m ediu rn
D E A E－Ce11ulos e
Gr ee nA Dye m atrex
AntiくTIM P－1JIgG－Sepha ro s e
A c A 44
1 80， 00
51．65 137，143 2，655
3．07 76，8 00 25．000
2．68 68，088 25，396














TIMP－2 の 性質 ， M M P－2 との 相互 作用お よ び不 活性化
性ほ還元処理 で 全活性の1 5％に ま で 失活 した ．
m ． M M Pに 対する イ ン ヒ ビタ ー 活性
滞在型の M M P－1， M M P－2， M M P－3， M M P－9 を A P M Aで 活
性化 し， こ れ ら M M P活性 に対する TIM P
－1 と TI M P－2 の 阻
害活性を検討 した ■ 実験 に 軌
－た活性型 M MP－1， 2， 3， 9 の 分子
量ほ ， そ れ ぞれ43，000， 汎 000， 吼 000， 67，000で あ っ た ． 図
3の 如く ， M M P－2 と M M P
－9 に 対する TIM P－1 と TIM P－2 の
阻害パ タ p ソ は 類似 して お り ， M M P
－1 と M M P－3 の 阻害に は
高濃度の TIM P－2 を 必 要とす る点で 異な っ て い た ． TI MP－1 と
TI M P－2 の 阻害活性 を各 M M P活性の 50％阻害時 の 濃度で比較
すると ， M M P－1， 2， 3 の 阻害に は TIM P－1 に 比較 しそ れ ぞれ
7．8倍 ， 2 ．5倍 ， 6．4倍高濃度 の TI M P－2 が 必要であ っ た く図3 ，
表21． また ， M M P－9 活性の50％阻害は TI M P－1 の 法が1■2倍
高濃度 で あ っ た ． こ れ らの 結果ほ M M PLl， M M P－2， M M P－3 に
対 しては TIM P－1 が より強 い イ ン ヒ ビ タ ー で あり ， M M P－9 に
対 しては T工M P－2 が優れ て い る こ と を 示 唆 して い る ■ 実 際 ，
TIMP－1 と TI M P－2 の Kiの 比 率 ほ M M P－1， M M P－2 お よ び
M M P－3 に 対 して9．6倍 ， 2 ． 5倍 ， 6． 7倍 で あ る の に 対 し ，
M M P－9 で は逆 に TI M P－2 が1．3倍 で あ っ た く表21．
Table2． Inhibitio n of M M P－1． 2， 3， 9 by TIM P－1， 2
M M P TIM P－1ノTI M P－2 TI M P－1lTIM P－2
く50 ％－inhibitio nl くKir atiol
M M P－1 7．8二1
M M P－2 2．5二1
M M P－3 6．4ニ1



















N ． TI M P－2 と M M P－2 の 相互作用
1 ． 滞在型 M M P－2 との 結合
一25I で標識 した 滞在型 M MP－2 と TI M P－2 とを 4 Cで20時間
イ ン キ エ ペ － シ ョ ン 後 ゲ ル 濾過法に よ っ て展開 し， 各分画の 放
射活性を ガ ン マ ー シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー に て測定 した ．
図4の 如く ， 標識 され た M M P－2 の ピ
ー クほ フ ラ ク シ ョ ン3 鋸こ
み られ るが ， TIM P－2 とイン キ エ ペ
ー シ ョ ソ した試料で は フ ラ
ク シ ョ ン35に ピ ー ク が 観察 され た ． 一 方 ， T王M P－1 を用い て 同
様 の 実験を行な っ た が ， こ の ような 現象は観察 され な か っ た ，
ま た ，
125I で標 識 した TI M P－1 と TI M P－2 を潜在型 M M P－2 と
イ ン キ エ ペ ー シ ョ ソ 後に 同様 の 方法 で 検討す る と ， TIMP－2 と
反応 した 試料で の み ピ ー ク の 高分子量 へ の 移動が 観察された ．
こ れ らの 結果は ， TIM P－2 が滞在型 M M P－2 と結合する こ とを
示 唆 して い る ． そ こ で ， 一 定量の TI M P－2 に滞在型 M M P－2くモ
ル 比で い v 8倍量う を 4 こt 20時 間イ ン キ エ ペ ー シ ョ ソ す る こ
と で複合体を形成 させ ， 活性型 M M P－2 に 対す るイ ン ヒ ビ タ ー
活性を 測定 した ． そ の 結果， 滞在型 M M P－2 の 濃度 に 関係な く
TI M P－2 の イ ン ヒ ビ タ ー 活性は維持 され て い た く図 5コ．
2 ． TIM P－2 と M M P－2 との 相互 作用 に 対する モ ノ ク ロ ナ ー
ル 抗体の 影響
丁工M P－2 の 各 ドメ イ ン月こ 対す る 特異的 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体
く68－6H 4， 69－1 0B ll， 67，4 H川 を用 い て ， 滞在型 MM P－2 － TI M－
P－2 複合体形成 と ． M M P－2 活性 に 対す る TI M P－2 の イ ン ヒ ビ
タ ー 活性に 及ぼ す影響を検討 した ． TIM P－2 は上記の 3種頬 の
モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体を 用い た 工gG－ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に 吸着
した ． しか し ， 滞在型 M M P－2 － TI M P－2複合体を これ らの カ ラ
ム に 通 す と ， カ ル ポ キ シ ル 末 端 ド メ イ ン に 特異的 な 抗体
0 01 01 1 0POl Oロ1 0．1 1
Co n c entratio n of TI M PくPMl
Fig．3． En zym e a ctivity of M M P－1 くinterstitial co11age n a s el くAl， M M P－2 く72 k Da
l
gelatin as e， gelatin a s eAl くBl， M M P－3
くstr o m elysin－りくCIa nd M M P，9く92 k Da gelatin as e， gelatinas eBlくDIto TI M P－1 a nd T工M P－2． T he e a ch a ctivity w a s m e a su red
against
14
c－C Olla．ge nforM M P－1，
14
c－gelatin fo rMMP－2 a nd M M P－9， a nd 3H－Cm －Tf forM M P－3 forl hr at 37 Cafterin c ubation
with TIM P－1くOl orTI M P－2くゆ1for45min at 23て二． Each point repr es e nts m e a n士S Dくn ニ 3l．
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く67－4 H llう の カ ラ ム で の み 吸着され なくな っ た く因 6I． 一 方 ，
TI M PL2 と こ れ ら抗体 とを 反応させ た後に M M P－2 の 阻害活性
を測定す る と ， ア ミ ノ 末端 ド メ イ ン の 3番目 の ル ー プ に 対す る
抗体く69－1 0Bllで の み TI M P－2 阻害活性は約30％ま で に 低下
した く図7I．
2 0 3 0 4 0 5 0
Fractio n n u mber
Fig．4． Co mple x for m atio n of pr oM M P－2 with TIM P－2．
125I－labeled proM MP－2り00 ngl w asinc ubated with buffer
alo n eくAl or TI M Pく300ngl くBlfor20 hr at 4て二． T he
S a mple s w er ethe n mix ed with 5 mg o v albu min a nd
Chr o m atogr aphed o nthe Ultr ogel AcA 44c olu m nく1．5x l1 5
c ml equilibr ated with 50m M Tris－H Cl， PH 7．5ノ0．4 M
Na．CVlO m M CaCl2J
Io．05 ％ Brij 35ノ0．02 ％ NaN3． Radio
a ctivity w as me as u red by a ga m m a c o u nter． 0， n O
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V ． 潜在型 M M fL2 の活性化に対する TI M fL2 の影響
滞在型 MMP－2 は ， AP M A処理 に よ り活性化 を され 低分子
化する ． こ の 活性化に 及 ぼ す TIM P－1 と TIM P－2の 影響を調べ
る目 的 で ， 125I で 標 識 した 滞在型 M M P－2 を 種 々 の モ ル 比で
TI M P－1， TI M P－2 と 4 て二， 1 3時間 イ ン キ エ ペ ー シ ョ ソ 後 ，
1．Om M A P M A 処 理く37 て， 1時間lに よ り活性化 し低分子化の
状態を ， SD S－P AG Eで 展開 した の ち オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ 一
に て 検討 した ． 図8 の 如く ， TIM P－1， TIM P－2 とも活性化に 伴
う低分子化を阻害 した が ， 低分子化を完全に 阻害す るイ ン ヒ ビ
0 2 4 6 8
PrOM M P 21T I M P 2くm ollm oり
Fig．5． Inhibitor a ctivity of TIM P－2 again st MM P－2 in the
pr es e n c e of pr oM M P－2． TIM P－2 w asin c ubated with
differ e nt a m o u nts of pr oM M P－2 up to a n8－fold m olar
e x c ess for 20 hr at 4 C． T he inhibitor a ctiv lty again st
M M P－2 w asthe ndetermin ed by m e a s uring the inhibitio n
Of M M PT2 a ctivity in the 14CMgelatin as s ay for l hr at
37て二． Ea ch point r epr es e nts m e a n土S D くn こ 3l．
2 4 6 8 10 12 2 4 6 810 1 2
Fra ction n u mber
Fig， 6， Effects ofthe TI M P－2 do m ain－SPe Cific m o n o clo n al a ntibodie s o nthe pr oM M P－2－ TIM P－2 c o mple xfor m ation － TI M P－2 w as
in c ubated with proM M P－2 for1 5 hr at 4て二a nd s ubje cted to anti－くTIM P－21IgG く67－4 HlllくAl， く68－6 H 4H 朝， a nd く69－1 0B川
くCl－Sephar o s e c oIu m n s． Elutio n w a spe rfor m ed with O．2 M glycine－ H Cl buffer， pH 2－5－ TIM P－2 in e a ch c olu m nfr a ctio n w as
m e as u red by a sandwich enzym e im m u n o a s say
抑
． Clo n e s67－4 H ll， 68－6 H 4， and 69－10B lla re m o n o clo n al antibodies spe cific to
the c a rbo xy－terminal do m ain ， thefirst a nd third lo ops of the a min o
－termin al do m ain ， r e SPe Ctiv ely． A佃2く％l， r elativ e abs orba n c e
at492n m． Arr o w sindic ate the sta rting point of elutio n．
TIM PT2 の 性質， M M P－2 との 相互作用お よび 不 活性化















Co n c entr atio n ofIgGくpMI
Fig． 7， Effects o王 the do m ain
－Spe Cific m o n oclo n ala ntibodies
o n TI M PT2 inhibitor a ctivity to M M P－2． TIM P－2 w as
in c ubated with e a ch a ntibodyくOto 4 pM Hor45 min at4 C
a nd the n M M P－2 a ctivity w as m e asur ed again st
14C－gelatin
forl hr at 37 C， 陛， 67－4H lニ A ， 68－6 H4ニ 砂， 69－10B llニ
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695
タ 一 波度 で比較す ると ， TI M P，2 ほ TI M P－1 よ り7．6倍強 い 活
性 を示 した ．
W ． T I M P－2 イ ン ヒ ビタ ー 活性の 不 活性化
1 ． セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ に よ る不 活性化
丁工M P－2 を そ れ ぞれ ト リプ シ ン ， か キ モ ト リプ シ ン ， 好 中球
エ ラ ス タ ー ゼ ， カ テ プ シ ソ G ， プラ ス ミ ン ， ト ロ ン ビ ン ， 血 祭
I A ご し81
1 2 3 4 5 6 7 8 9 用 11 1 2 3 ヰ ら 6 7 8 9 10 11
r
こ
軌 聖 和 竹野．濁野野
Fig． 8． Effe cts of TIM P
－1 a nd TIM P－2 0 n pr OM M P－2
c o n v e rsio nto a ctiv efo r mby A P M A．
125トIabeled pr oM M－
P－2 く1．4 pMI w asin c ubated with 1 25I－TIM P－2 くAl or
125トTI M P－1くBlfor13 hr at 4 て二 a nd the n a ctiv ated with
l．O m M A P M Aat 37 て二 fo rl hr． T he s a mple s w ere
subjected to S D S－P A GE く12．5 ％ total a cryla midel u nde r
the r edu cing conditions a nd the gel w a s a utor adiographed．
La nqs l a nd 2， PrOM M P－2 in c ubated with A P M A forO
a nd l hJ， r eSPe Ctiv ely． La n e s3－11， Pr OM M P－2 in c ubated
with e a ch TI M Pat m olar r atio sO．01， 0．02， 0．04， 0．07， 0．14，
0．28， 0．55， 1．07， 2．14， r eSPe Ctiv ely and the n activated with
A P M A．
4 8 12 16 20 2 4 4 81 2 16 20 24
Incubation tim eくhrJ
Fig． 9． In a ctiv atio n of TIM P－2 inhibitor a ctivity by try psin くAl， a－Chym otry psin く軌 1e uko cyte ela stas elくC，， C athepsin G くDI，
pla sm inくEl， kallikr ein くFl． TIM P－2く250ngl w a sin c ubated with ea ch se rin eprotein a se at 37 C for2， 4， 8 a nd 24 hr， at
C O n Ce ntr atio n s of lJJgノmlくAI， 1 0pgノmlく01and 50FLgJImlく砂I． TI M P－2 activity again st M M P－3 w a s m e a s ur ed by 3H－Cm － Tf
as s ay王o rl hr at37C after termin atio n ofthe s erin eprotein a s e a ctivity with 2m M diisoprop yl flu or opho sphate．
696
Table3二 In a ctivatio n of TIM Ps by a ctiv e o xy ge n
Inhibitor a ctivityく％，
TI M P H O C lくm MI H202くm Ml
0．02 0． 25 0．05 0．1 0．2 0．5 1 2 5 0．2 0■5 1 2 5
1 100 98 8135 10 ND N D O N D lOO lOO l OO lOO lOO
2 100 54， 27 0 0 N D N D O N D lOO 98 92 8168
N D， n Otdetermined．
くAI
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Fig．10． Degr adatio n of TIM P
－2 by le ukocyte ela stase and
c athepsin G． A mixtu r e of u nlabeled a nd
125トIabeled
TI M P－2 w asinc ubated with leuko cyte elasta s eく50FLgJ
l
m1
くAl or c athepsin G く50pglml く別． T he s a mple s w er e
subje cted to S DS－P A G Eu nde r n o n－redu cing c o ndito n s
afterin a ctivation of the s erin e pr otein a se sby diis opr op yl
flu or opho sphate a nd the gel w as autor adiogr aphed．
Protein sta nda rds ar ethe s a m e a sFig． 2 e xcept lys o zym e
く1 4 k Dal． La n e sl and 6， TIM P－2 in c ubated witho ut
e n zym eforO a nd 24 hrニ1a n es 2－5， TI M P－2 tr e ated with
the e n zym efor2， 4， 8 a nd 24hr， r e SpeCtiv ely．
カ リ ク レ イ ソ と37 てこで 2 へ 24時間反応後， こ れ ら酵素活性を ジ
イ ソ プ ロ ピル フ ル オ ロ リ ン 酸で失括 させ ， M MP－3 に 対す るイ
ン ヒ ビタ ー 活性 を 測定 した ． 図 9 の 如く T王M P－2 の イ ン ヒ ビ
タ ー 活性は ， 凸 － キ モ トリ プ シ ソ に よ っ て著 しく低下 し， 高濃度
く50鵬ノmり で ほ ぼ 完全 に 失活 した ． また ， ト リ プ シ ン ， 好中球
ェ ラ ス タ ー ゼ ， カ テ プ シ ソ G に よ っ て もその イ ン ヒ ビ タ ー 活性
ほ全体の 約30へイ0％に ま で低下 した く図91． さ らに 血 祭 カ リ ク
レ イ ン ほ く1，10FLgノml で TI M P－2阻害活性を完全 に 失括 させ た
が ， T王M P－1 活性 は全 く影響をうけな か っ た ． プ ラ ス ミ ン と ト
ロ ソ ビ ン は TI M P－2 の イ ン ヒ ビタ ー 活性に 影響 しな か っ た ，
－25王 で 標識 し た T工M P－2 を 7 種 棋 の セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ
く50鵬ノmlナで37 C， 2 へ 24時間イ ン キ エ ペ － シ ョ ソ し， そ の 分
子量の 変化を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー で観察 した ， 戊ヰ モ ト リ
プ シ ン 処理 で は ， TI M P－2 分子は非運元状態で分子量21，500，
18，000， 15，300の フ ラ グメ ソ トに 分解 され ， こ れ らほ 還元状態
で分子量24，700， 1 5，800， 15，000の 位置に 泳動 された ． こ れ ら
の フ ラ グ メ ソ トは ． 24時間処 理 に て更 に 完全 に 分解 され 消失 し
た ． ト リプ シ ソ は TI M P－2 を非還元状態で 20，700 と15，40， 還
元状態で分子量17，700 と13，000の フ ラ グ メ ソ ト に 分解 した ． 一
方 ， 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ と カ テ プ シ ソ G処理で ほ ， T工M P－2 分
子 は非運元状態で分子量22，500に 変換 し， 切断 された ペ プ チ ド
は ゲ ル の フ ロ ン トに 泳動 された く図1 01． 分子量22，500の フ ラ グ
メ ソ トほ 好中球 エ ラス タ ー ゼ で24時間処理す る と更 に 小 さい フ
ラ グ メ ソ ト に 分解 され た が ， カ テ プ シ ソ G で は24時間後で も残
存 した ． 血 凍 カ リ ク レ イ ン 処理 で は T王M P－2 ほ非還元 ， 還元 と
も4時間後 に 既 に ペ プ チ ドに まで 分解 さ れ た ． 一 方 ， T王M P－1
分子ほ24時間処理後に お い ても全く変化は認め られ な か っ た ．
プ ラ ス ミ ン 処理 で ほ 還元状態 で の み 分子量1 9，000の 分解産物が
観察 された ． ト ロ ン ビ ン で ほ T工M P－2分子 の 分解ほ認め られ な
か っ た ．
2 ． 活性酸素種 に よ る不 活性化
TI M P－1 と TI M P－2 を H O Clく20pM ノ ー2m Mlで37 C， 90分間
処理 し ， M M P－3 に 対す る イ ン ヒ ビ タ ー 活 性 を 測定 し た ．
TIM P－2 は 2恥M で ほ 活性の 低下ほ認 めなか っ た が ， 25声M で
約50％に 低下 し ， 1 0恥M 以上 で ほ 完全 に 失活 した ． 一 方 ，
TI M P－1 は 25pM で は活性に ほ と ん ど変化 ほ な く ， 100pM で 約
35％活性を有 し ， 20恥M で も約1 0％の 活性 が み られ た く表3I．
125工 で標識 した TI M Pを 用 い て分子 量の 変化 を観察す ると ， イ
ン ヒ ビタ ー 活性 の 不 活性化に 対応 して TI M P－1 と TIM P－2 の バ
ン ド の 消失 が 確認 され た ． ま た ， 同様 の 所 見 は 未標識 の
TIM P を 用い た S D SノP A GE で も 観察 さ れ た ． TI M P－1 と
TIM P－2 を H202く0．2m M r －ノ5m Ml で 同様 に 処理 して ， そ の イ ン
ヒ ビ タ ー 活性 の 変化 を 測定 した ． 表 3 の よ う に ， T工M P－2 ほ
2へ 5m M の 高濃度 で ， 20－ v 30％の 活性低下を 示 すが ， それ 以 下
の 濃度 では 活性の 変化ほ認め られ なか っ た ． 一 方 ， T工M P－1 で
ほ H202 に よ る 不活性化 は測定 した 範囲内で ほ認 め られ な か っ
た ． ま た ， H202 処理 に よ っ て TIM P－1 と TI M P－2 の 分子量に
変化は観察 され なか っ た ．
考 察
丁工M P－2 はこ れ まで の 報告 で ほ ， 牛関節軟骨抽出液2 郎， 牛大
動脈内皮細胞培養液
2鋸
， H L E細胞培養液30－お よび 慢性関節 リ ウ
マ チ 関節液紺 よ り精製 され て い る が ， い ずれ も高速液体 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー を 用い て 精製さ れ て お り ， そ の 回 収 率も0．75 へ
1 5％と低 い ． しか し ， 本研究で は ヒ ト肝癌細胞培養液か ら通常
の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り19％の 回収率をも っ て 単 一
標品と して 精製す る こ とが 可 能で あ っ た ． 本イ ン ヒ ビ タ
ー の 精
製 に 用 い た 4種 の カ ラ ム ク ロ マ I グ ラ フ ィ ー の う ち メ 特 に
Gr e e nA Dye m atr e xゲル と AcA 44に よ る 分画 が重要 で あ っ
た ． TI M P－2 は Gr e e nA Dye m atr e xゲル に 吸 着 し， NaClに よ
る溶出過程で T工M P－2 と同様 の 分子量をも つ 蛋白が除去 され ，
最終段階 の AcA 44ゲ ル 濾過法 に よ り容易 に精製 され た ． 本イ
ン ヒ ビタ ー が T工M P．2 である こ と は l そ の 分子量と合成 ペ プチ
ドを 用い た TIM P－2 に 対す る特異的モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体で 認識
され る ことか ら 明白 で ある ， TI M P－1 と同様 ， TI M P－2 ほ熱や
酸処理に対 して著 しい 耐性を 示 した ． T工M P－1 は分子中の12個
の シ ス テ イ ソ が 6個 の ジ ス ル フ ィ ド結合を 形成 して お り3
2－
， そ
TI M P－2 の 性質 ， M M P－2 と の 相互作用 およ び不 活性化
の 分子構造が TI M P－1 の 熱や酸 に 対す る耐性の 理 由と考え られ
てい る ． T工M P－2 の 二 次構造 に つ い て ほ ま だ 報告 は な い が ，
TIM P－1 と同位置に シ ス テ イ ソ の 配列を も つ こ とと7，， 熱や 酸耐
性健か らみ て T工M P－1 と同様の ジス ル フ ィ ド結合が存在する と
推定 され る ． 実際還元処 理 で ジス ル フ ィ ド結合を切断す るとイ
ン ヒ ビタ ー活性が消失する こ と は l そ の こ とを 支持 して い る ．
M M P－1， 2， 3， 9 に 対する TI M P－1 と TIM P－2 の 阻害活性に
つ い て ほ ， W ard ら
岬
と Ho w ard ら
I11が 報告 して い る ． 本研究
で は ， M M P－1 と M M P－3 に 対 す る イ ン ヒ ビ タ ー 活 性 ほ
TI MP－1 の 方が優れ て お り ， 両 グ ル ー プ の 報告 に ほ ぼ 一 致 す
る． Ho w ard ら
Il は M M P－2 と M M P－9 に 対 して TIMP－2 は
T工M P－1 よ り 7ノ ー1 0倍 阻害活性が強 い と 報告 して い る ． しか
し ， 著者の 実験 で は ， TIM P－2 の 阻害活性ほ M M P－9 に 対して
TIMP－1 の1．2倍 で あ るの に 対 し ， M M P－2 に 対 し て は む し ろ
T工M P－1 の 方が2．5倍強い 活性を 示 した ． こ の よ う な阻害活性
Fこ関する矛盾 した結果ほ ， 実験 に 用 い た 活性型 の M M P－2 と
M M P－9 の 違 い に 基づ くと推定 され る ． M M P－2 と M M P－9に つ
い て ほ ， 分子 量の 異な る い く つ か の 活性型酵素の 存在が近年報
告され て い る1TI33134，． Ho w a rd らの 実験
11，で は ， M M P－2 はア ミ ノ
末端と カ ボ キ シ ル 末端 F
－
メ イ ン の 消失 した分子量42，500の 活性
型を ， また M MP－9 は ア ミ ノ 末端 ドメ イ ン の み を 欠失 した 分子
量83，000の 活性型を 用 い て い る ． 一 方 ， 本研究に お い て は ， ア
ミ ノ 末端 ドメ イ ン を消失 した分子 量67，000の 活性型 M M P－2 と
ア ミ ノ 末端 と．カ ル ポ キ シ ル 末 端の 両 ド メ イ ン の な い 分子量
67，000の M M P－9 を用 い て い る ． W ard ら
101も本実験 と同様 な
活性型を用い て お り ， TI M Pに よ る阻害も本研究 と類似 した 結
果 を 示 し て い る ． 従 っ て こ れ ら の こ と か ら ， T王M P－2 ほ
M M P－9 に 対 して は TI M P－1 よ り優れ た イ ン ヒ ビ タ ー で あ る
が ， M M P－2 に 対 して は ア ミ ノ 末端と カ ル ポ キ シ ル 末端 の 欠失
した 特殊 な活性型に 対 して の み強 く作用 す ると推定 され る ．
TIM P－1 と TI M P－2 の M M Pに 対 するイ ン ヒ ビタ ー 活性が ア
ミ ノ 末端 ドメ イ ン の 3個 の ル ー プ構 造に 存在する こ とほ ， カ ル
ポキ シ ル ドメ イ ン を 欠失 した リ コ ソ ビナ ン ト TI M Pの 実験 か
ら既に 知 られ て い る16 郎I． ま た ， カ ル ポ キ シ ル 末端 ド メ イ ン を
失 っ た 分 子 量13，500の T工M P－2に イ ン ヒ ビ タ ー 活性が ある こ と
か ら， T王M P－2 活性 ドメ イ ン が ア ミ ノ 末端 ド メ イ ン に ある こ と
を DeCler ck ら361は示 してい る ． しか し
，
こ の ル ー プ構造の う ち
活性に 直接関与す る部位に つ い てほ こ れ ま で 知 られ て い な い ．
本研究 では ， TI M P－2 の 各 ド メ イ ン に 対す る特異的 モ ノ ク ロ
ナ ー ル 抗体を 用 い た実験か ら， ア ミ ノ 末端 ドメ イ ン の 3番目 の
ル ー プ構造が M M P－2活性阻害に 重要 で あ る こ と を実証 した ．
本研究デ ー タ ほ ， こ の ドメ イ ン に 対す る合成 ペ プ チ ドや リ コ ン
ビナ ン ト蛋白が 有用 なイ ン ヒ ビ タ ー と して 作用 する可 能性を示
唆して い る ．
TIM P－1 と TIM P－2 は ， 潜在型の M M P－9 と M M P－2 との 間
に それ ぞれ 複合体を形成する1 細聞． 本研 究 に お い て も ， 滞在 型
M M P－2 ほ TIM P－2 との み 結 合 し ， そ の 複 合体 ほ 活性 型
M M P－2 に 対 して イ ン ヒ ビ タ ー 活性 を有 して い た ． こ の 実験結
果ほ ， TIM P－2 の 滞在型 M M P－2 との 結合部位 とイ ン ヒ ビタ ー
活性部位が異な る こ とを 示 してい る ． リ コ ン ビナ ン ト T王MP－2
を用い た W iue nbr o ck らの 実験 で ほ
1 6，
， カ ル ポキ シ ル 末端 に あ
る 9個 の ア ミ ノ酸残基が滞在型 M M P－2 との 結合部位である こ
とが 示 され て い る ． 本研究に お い ても ， 滞在型 M M P－2 N TI M－
ト2 複合体は カ ル ポキ シ ル 末端 ド メ イ ン に 対す る特異的 モ ノ ク
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ロ ナ ー ル 抗体で 認識 され なくな る こ とか ら， カ ル ポ キ シ ル 末端
ドメ イ ン が滞在型 M M P－2 との 結合部位である と結論され る ．
滞在型酵素と して 分泌され る M M Pの 活性化ほ ， これ ら酵素
が生体内で作用するた め に 不 可 欠の ス テ ッ プ で あ る ． TIM ト1
と T工M P－2 はこ の プ ロ セ ス に 作用 し， 活性化 に 伴 う 滞在型
M M Pの 低 分子化 を阻害す る と 報告 され て い るl 椚1珊瑚 ． W ard
ら
川 は滞在型 M M P－2 に 対 して は TI M P－1 の 方が TIM P－2 より
強 く活性化を阻害する と報告 して い る ． しか し， 本研究で ほ 逆
に T工M P－2 の 方が そ の 阻害力は強か っ た ． こ の 矛盾 した 結果の
理 由に つ い て ほ明 らか で は な い が ， 本実験 で は 活性化に 先立
ち ， 滞在型 M M P－2を TI M Pと 4 てで13時間イ ン キ ュ ベ ー ト し
て い る の に 対 し， 彼 らの 実験でほ25 C， 30分間 しか反応 して い
な い 点が異な る ． 本実験条件で は TI M P－2 は滞在型 M M P－2 と
完全な複合体を形成する こ とか ら， 複合体形成の 有無 が こ の よ
う な異な っ た 結果を生 じる と推測 され る ．
O kada ら
即 ほ TI M P－1 がト リ プ シ ン や 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ な
どの セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 処理 に よ り不活性化され る こ と を報告
して い る． 本研究に お い て は ， TIM P－2 ほ ト リ プ シ ン ， 庄一キ モ
ト リ プ シ ン ， 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ で 著 しく不 活性化 され る こ と
が 明ら か とな っ た ． ま た ， カ テ プ シ ソ G に よ っ て もイ ン ヒ ビ
タ ー 活性ほ 約30％失活 した ． こ れ ら の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ処理
に よ る T工M P－2分子の 変化 とイ ン ヒ ビタ ー 活性 を比較す ると ，
ぽ－キキ トリ ブ シ ソ は T工M P－2 を 多段階的に べ プ チ ドに ま で 分解
す る こ とで 完全な失活 へ と導く こ と が 明 らか と な っ た ． 一 方 ，
ト リ プ シ ソ 処理 で は T王M P－2分子は 2 つ の 主 要フ ラ グメ ソ トに
分解 きれ ， イ ン ヒ ビ タ ー 活性は 分子量17，700 く還元 状態1の フ ラ
グ メ ソ ト の 推移と 相関した ． 前述の 如くイ ン ヒ ビ タ ー 活性 ドメ
イ ン は ア ミ ノ 末端の 3 つ の ル ー プ構造に 存在する こ とか ら， こ
の フ ラ グメ ソ トに ア ミ ノ 末端 ド メ イ ン が 含 ま れ る と 推定さ れ
る ． 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ と カ テ プ シ ソ G処理 に よ る TI M P－2分
子 の 変化ほきわ め て 類似 して お り ， い ずれも非還元状態で分子
量24，500の 大き な フ ラ グ メ ソ トに 分解 され た ． そ の フ ラ グメ ソ
ト の 推移とイ ン ヒ ビ タ ー 活性が相関す る こ とや 分子量の 低下 の
程度か ら考え ると ， こ の フ ラ グ メ ソ トは カ ル ポ 車 シ ル 末端の 遊
離状と な っ た ドメ イ ン の 切断で 出現 した と推定 され る ． 分子量
24，500の フ ラ グ メ ソ ト は還元状態 で は よ り小 さな い く つ か の フ
ラ グ メ ソ トと して 泳動され る こ とか ら ， そ の フ ラ グメ ソ ト ほ複
数の 切断を うけ た T工M P－2分子 が ジ ス ル フ ィ ド結合で 連結 した
もの と考え られ る ． 一 方 ， こ れ らの セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ と は 対
照的に ， 血祭 カ リ ク レ イ ン ほ TI M P－2 を完全に 不 活性化する の
に 対 し ， T工M P－1 イン ヒ ビ タ ー 悟性 は 全く影響 を受け なか っ
た ． 電気泳動上 TIM P－2 分子は短時間で 分解消失す る の に 対
し， T工M P－1 分子 に 全く変化が み られ な い こ とは 上記の 所見 を
支持 して い る ． カ リ ク レイ ン の T工M Pに 対する酵素作用 の 違い
ほ ， 相互 に 約40％ の 相同性をもつ TI M P－1 と TI M P－2の ア ミ ノ
酸配列の 相違 に 基づく と考え られ るが ， そ の 詳細な機序は不 明
で ある ． 血凍 カ リ ク レイ ン ， 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ お よび カ テ プ
シ ソ G が TIM P－2 を 不活性化す る こ と ほ ， 生体 内 に お け る
M M P活性調節の 上 で 重要な 意味 を も っ て い る ． 血糞 力 リ ク レ
イ ン は プ レ カ リ ク レ イ ン と して血 中に 存在 し， ハ ー ゲ マ ン 因子
の 作用で 活性化さ，れ る3T－． 実際 ， 活性型 カ リ ク レイ ン は 慢性調
節 リ ウ マ チ な どの 炎症局所に み られ ， 滞 在型 の MM P－1 や
M M P－3 を活性化する こ とが知られ て い る
1 榊
． ま た ， 好中球 エ
ラ ス タ ー ゼ や カ テ プ シ ソ G ほ好中球に よ っ て 産 生され ， 好中球
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浸潤を伴う生理的ある い は 病的状態 で出現する ． こ れ らの 酵素
ほ 滞在型の M M P－3 や M M P－9 を 活性化す る こ と か ら17閲 ，
TIM Pの イ ン ヒ ビタ ー 活性の 不 活性化と滞在型 M M Pの 活性化
に よ り M M P活性調節 に 二重 の 意味 で 重要な役割 を 果たす と
考え られ る ． こ れ らの セ リ ソ プ ロ テ ア ー ゼ に 加 えて ， H O Cl が
T工M P イン ヒ ビ タ ー 活性を失活 させ る こ とは注 目す べ き所見で
あ る ． H O Clに よ る TIM P分子 へ の 作用機序は不 明で あるが ，
H O Cl処理 で TIMP 分子が消失す る こ と か ら TI M P分子の 破
壊 が生 じる こ と は 明らか で ある ． H O Cl ほ好中球 で産生さ れ る
強力な活性酸素種 の 1 つ で ， 滞在型 MMP－9 と M M P，8く好中球
コ ラ ゲ ナ ー ゼ1 を部分的で ほ あるが 活性化す る こ と が 知 ら れ て
い る印 刷
1I
． 従 っ て ， 炎症の 場 で発生す る H O Clも生体内で の
M M P活性の 調節に 重要な役割を果たすと考 え られ る ．
藩 論
ヒ ト肝癌細胞くH L E細胞J 株培養液よ り TI M P－2 を単離精製
し， そ の 生化学的性質と潜在型 M M P－2 の 活性化 に 対す る影響
お よび 不活性化鶴橋 に つ い て 調べ ， T王MP－1 の そ れ と比較 ■ 検
討 し以下の 結果を得 た ．
1 ． T工M P－2 は 4種 の カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ っ て 精
製 され 電気泳動上 j 非還 元 お よ び 還元 状態 で そ れぞ れ分子量
23，000 と25，000の 単 一 な 蛋白バ ン ドと して 泳動され た ． ま た ，
そ の 回 収率 ほ19％ で あ っ た ．
2 ． TI M P－1 お よび TI M P－2 の イ ン ヒ ビ タ ー 括 性 は 熱
り00C ， 15分間つや酸くpH l．7，30分間卜処理 で は安定 で あ っ た
が ， 2一 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル に よ る 還元 処理 で 著 しく失活 し
た ．
3 ． M M P－1 く分 子 量 43，0001， M M P－2 く分 子 量 67，000う，
M M P－3く分 子 量 45，0001， M M P－9く分子 量 67，000I に 対す る
TIM P－1 と TI M P－2 の 阻 害 活性 ほ ， M M P－1， M M P－2，
M M P－3 に 対 して は TI M P－1 の 方が TIM P－2 よ りそ れ ぞれ7，8
倍 ， 2．5倍 ， 6． 4倍 強く阻害 した ． 一 方 ， M M P－9 に 対 し て は
T工M P－2 の 方が1． 2倍強 い 阻害活性を 示 した ．
4 ． T工M P－2 は滞在型 M M fし2 と結合 し， そ の 複合体 は活性
型 M M P－2 に 対 して イ ン ヒ ビタ ー 活性 を 有 し て い た ． ま た ，
TI M P－2 は A P M A処理 に よ る滞在型 MMP－2 の 活性化 に 伴う
低分子化を T工M P－1 よ り7．6倍強く阻害 した ．
5 ． TI M P－2 の 各 ドメ イ ン に 対する特異的 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗
体 を用 い た実験 か ら ， 滞在型 M M P－2 － TIM P－2 複合体形成 に
ほ T工M P－2 の カ ル ポ キ シ ル 末端 ドメ イ ン が関与 し ， ア ミ ノ 末端
ドメ イ ン の 3番 目 の ル ー プが M M P－2 活性の 阻害中心 で ある こ
とが推定 され た ．
6 ． TIM P－1， TIM P－2 の イ ン ヒ ビ タ
ー 活性 は ト リ プ シ ン ，
か キ モ ト リ プシ ン ， 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ ， カ テ プ シ ソ Gで 不 活
性化 され た が ， 血 旅 カ リ ク レ イ ソ ほ T工M P－2 の み を特異的に 不
活性化 し， また ， プ ラ ス ミ ン ， ト ロ ン ビ ン に はそ の ような 作用
は み ら れ な か っ た ． こ れ ら 酵素 に よ っ て 不 活 性化 さ れ た
TIM P－2 分子は 低分子量 の フ ラ グ メ ソ トに 分解され た ． 活性 酸
素種の 1 つ で ある H O Clほ TIM P－1 と TIM P－2 を不 活性化 し
た が ， H202ほ T工M ト2の み を部分的に 不 活性化 し， こ れ ら活性
酸素種の 作用は TIM P－2の 方 が TIM P－1 よ り強くうけ ると考え
られた ．
以上 の 結 果は ， T工M P－2 が 酵素括性 の 阻害 と浄在型酵素の 活
性化の 阻害 の 両面か ら M M P－2 の 括性調節に重要な役割を果た
す こ とを 示 して い る ． ま た病的状態 で ほ TI M Pに よ る M MP
の 活性調節は病変部に浸潤 した 多核白血球や 血清 に 由来する セ
リ ソ プ ロ テ ア ー ゼ や 活性酸素種 に よ っ て 修飾 され る こ とを 示 酸
して い る ．
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A bstr act
T he activities of m atrix m etalloproteinas esくM M Psl are s trictly regulated by tissueinhi bitor of m etallopr otein ases
叩 M Psl， Which c o mprise thre edif fer nt m olecules，i．e． TI M P－1， TI M P－2 and T工M P




sinl1ibitor activity toM M P－1くintersti tial collagen asel， M M P－2く72 k Da gelatin ase， gelatin aseAl， M M P
－3
くStrO m elysin －1J and M M P－9く92 k Da gelatin as e， gelatin aseBl， theinter action wi th M M P
－2 andin activ ation by serine
pr otein as es and active oxyge n m etabolitesw er e e x amined in c o mparis on wi血 the data obtain ed w
ithTI M P－ 1． TI M P－2
puri 鮎d by the fbur chro m atographic steps ffo mthe culture m edium Ofa hu m anhepato m a ce1
1in eくH L EcellsJsho w eda
single band of Mr 25，0 00o n s odiu mdodecylsulfate
－pOlyacryl amide gel ele ctrophoresi under reducing co nditio ns． Like
TI M P－1， a Cdvity ofTI M P－2 w a s c o mpletelyresitan tO treat m ent Wi th heatat90C fbr 30min or acidatpH l．7 fbr3 0m in，
but in activated byredu ction with2－ m er CaPtO ethan 01． T I M P
－1 inhibited the activities ofM M P－l of Mr 42，くXXl， M M P－2 0f
Mr67，肥Oand M M P－3 0f Mr 45，叩02．5－tO7．8－fbldm oreprefere ntially than T I M P－2， Whereasinhibitio n of M M P－9 0f Mr
67，0 00 by TIM P－2 w asl．2－fbld m ore e伍cient． TI M P
－2 butnotTI M P－1c o uld m ake a c o mplex withthezym ogen of M M P
－2
くPrOM MP－21－ T I M P－2 in the co mple xform funcdo ned as aninhibitor toM M P
－2 ands uppressed the c o nv ersion ofpr oM M P
－
2 during a ctivation byp
－ amin ophe nylm er curic ac etate 7．6
－fold m ore e蝕 ctiv ely than TI M P－1－ Experiments uslng three
difftrenm o n oclonalandbodies speCi丘cto thefirstandthirdloops ofthe N H2
－te rminal do main and C O OH．terminal do m ain
ofTI M P－2くClo nes68－6H4， 69－10B lland 67－4 H l l， r e SPeCdvelylsug gested thatT I M P－ 2binds to proM M P
－2 via the
C O OH－terminal do main and 血e th ird lo op of the N Hユ
ーte rmin aldo main is essentialto theinhibidon of M M P－2 a c tivity．
Inhibitor activity of T IMP－2 w asignifica ntlyinactivatedby 町pSinく50jJ ghnl ， a
－Chym otrypsinく50FLghnlJandleuktxyte
elastas eく50FLgIml andpartia11y by c athepsin Gく50fLglml ， While it w as r e sist an t tOplasmin or thr o mbin ． During
incubation withtrypsln， a － Ch ym0叩PSin，le ukocyteelastase or c athepsin G TI M P
－ 2 m olecule wa sdigestedin to smal1
fragm ents． T hesedata ar e Similar tothose reported wi thT I M P
－1． On the otherhand， Plas m akal1ikreinく1 and lOFLg血り，
which had n o efftcts onTIM P－1， C O mPletelyina ctivated TI M P－2and digested itinto s m allpe ptides－ TI M P
－2 w as also
c o mpletely inactiv atedby HO Clく0．1 m Ml andpardal lyby H202く0．2to5 m Ml． Co mpared withTI M P
－1 whichw as afftcted
only by H O Cl， TI M P－2 appear edtobe m ore s u s c eptible tothese active o xygen m etabolites． These resultindic a
tethat
T IMP－2plays akeyrole in dleregulado n ofM MP
－2activity 血 oughinhibiton of bothactivity andpr oM MP－2activation，
a nd sug gestthat inhibition of the activities of M MPs by TI M Psin vivo is m odi鮎d thro ughtheirinactiv ation by serine
proteinas es andactiv e oxy ge n m etabolitespresentatthelocal tissu es underpath0logicalco nditon s－
